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ABSTRACT 
 
Isolation and characterizations of lipase from Avocado seeds germination (Persea americana Mill) have been done. 
The purpose of this study is to determine the optimum working conditions and lipase specific activity of avocado 
seeds germination. Lipase was isolated using homogenization and centrifugation techniques. The crude extract of 
the enzyme containing the lipase produced from avocado seeds germination was used for the determination of total 
protein concentration and tested its activity on the pH conditions, temperature, and optimum substrate 
concentration with different with various variations. Determination of total concentration was done by Bradford 
method, while the determination of optimum working conditions and lipase specific activity was performed by 
titrimetric method. The results showed that total protein concentration in avocado seeds germination was 458 μg / 
mL. The optimum working conditions on avocado seed sprouts are the degree of acidity (pH) 6, temperature 35 oC, 
and 1.5% v/v substrate concentration. The lipase specific activity of avocado seeds germination is 144,1 U/mg. 
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PENDAHULUAN  
Enzim merupakan katalis protein yang dapat 
meningkatkan laju reaksi tanpa ikut bereaksi di 
dalamnya. Enzim disebut juga sebagai biokatalisator, 
hal ini disebabkan karena beberapa reaksi 
metabolisme dikatalis oleh enzim. Dalam reaksi 
metabolisme tertentu, enzim bekerja secara spesifik 
terhadap substrat tertentu [1]. Salah satunya ialah 
lipase. 
Lipase umumnya ada di sebagian besar biji dan 
mungkin disintesis de novo setelah perkecambahan 
[2]. Pada umumnya biji-bijian yang mengandung 
minyak/lemak dapat menghasilkan lipase. Seperti 
misalnya pada biji jagung, biji bunga matahari, biji 
jarak, kelapa, kelapa sawit dan kacang tanah [3]. 
Kebutuhan lipase pada industri enzim di dunia 
telah meningkat secara signifikan. Lipase 
dimanfaatkan sebagai aditif dalam industri detergen 
karena kemampuannya dalam menghidrolisis lipid. 
Lipase juga diterapkan dalam sintesis kimia, produksi 
biodiesel, produksi bahan biopolymeric, sintesis 
organik, industri kertas dan pulp, produk perawatan, 
sintesis surfaktan, trigliserida terstruktur, produksi 
agrokimia, dan industri pestisida. Selain itu lipase 
juga digunakan dalam teknologi pengolahan 
makanan seperti penambahan pada minuman 
beralkohol, industri susu, industri oleokimia serta 
pengolahan daging dan sosis [2]. 
Biji alpukat mengandung protein dan lemak 
yang tinggi, sehingga diduga berpotensi 
menghasilkan lipase. Maka, dilakukan identifikasi 
kecambah biji alpukat yang dapat menghasilkan 
lipase, yang kemudian dilanjutkan untuk menentukan 
kondisi kerja optimum (suhu, derajat keasaman, dan 
konsentrasi substrat) dan aktivitas spesifik lipase 
yang dihasilkan dari isolasi kecambah biji alpukat 
tersebut [4].  
 
METODOLOGI PENELITIAN 
Alat 
Alat yang digunakan dalam penelitian ini 
adalah Spektrofotometer Visibel, kuvet, sentrifugasi, 
beaker glass, mikropipet, pipet tetes, tabung reaksi, 
gelas beker, pipet volume, termometer, blender, 
neraca analitik, corong kaca, penjepit tabung, hot 
plate, magnetic stirer, pH meter, stopwatch, batang 
pengaduk, spatula, sikat tabung, labu takar dan gelas 
ukur.  
 
Bahan 
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini 
adalah Kecambah biji alpukat, Buffer fosfat (0,2 M) 
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pH 7, buffer asetat (0,2 M) pH 4, buffer fosfat (0,1 
M) pH 6-8, buffer H3BO3 + KCl-NaOH (0,2 M) pH 
9, minyak zaitun, indikator phenofthalin, NaOH, 
Gum Arab, BSA (Bovin Serum Albumin) standar, 
pereaksi Bradford, dan akuades 
 
Prosedur Penelitian 
Isolasi Enzim dari Kecambah Biji Alpukat 
Kecambah biji alpukat yang telah dibersihkan 
dipotong kecil dan ditimbang sebanyak 300 g lalu 
ditambahkan 400 mL buffer fosfat 0,1 M pH 7,0 dan 
dihomogenisasi hingga halus. Kemudian didiamkan 
selama ±30 menit. Disaring dan residu dibuang. 
Filtrat disentrifugasi pada kecepatan 12000 rpm 
selama 30 menit pada suhu 4 °C. Supernatan 
merupakan ekstrak kasar enzim 
Kemudian dihomogenisasi hingga halus dan 
didiamkan selama 30 menit, lalu disaring 
menggunakan kertas saring. Residu dibuang dan 
filtrat yang dihasilkan disentrifugasi pada kecepatan 
12000 rpm selama 30 menit pada suhu 4 ⁰C. 
Supernatan yang dihasilkan merupakan ekstrak kasar 
enzim. 
 
Penentuan Konsentrasi Protein 
Penentuan konsentrasi protein ditentukan 
berdasarkan Metode Bradford dan menggunakan 
BSA (Bovin Serum Albumin) sebagai protein standar.  
Persiapan Kurva Standar 
Ke dalam 8 buah tabung reaksi masing-masing 
dimasukkan larutan protein standar BSA 100 µg/mL 
dengan variasi konsentrasi: 0, 4, 8, 10, 12, 16, 20, 24 
µg/mL. Lalu diambil sebanyak 500 µg/mL 
direaksikan dengan 500 µg/mL reagen Bradford dan 
diinkubasi pada suhu ruang selama 5 menit. 
Absorbansi diukur pada panjang gelombang sekitar 
595 nm. Dibuat kurva standar yang menunjukkan 
hubungan antara konsentrasi larutan BSA (C) 
terhadap absorbansi (A).  
Penentuan Konsentrasi Protein 
Ekstrak kasar enzim diambil sebanyak 100 µL lalu 
diencerkan 50 kali. Kemudian diambil sebanyak 500 
µL dan ditambahkan 500 µL reagen Bradford lalu 
dikocok dan diinkubasi pada suhu ruang selama 5 
menit. Absorbansi diukur pada panjang gelombang 
sekitar 595 nm. Data absorbansi yang diperoleh 
dikonversikan pada persamaan garis dari kurva 
standar BSA yang telah dibuat sehingga diperoleh 
konsentrasi kandungan protein. 
 
Penentuan Kondisi Optimum 
Derajat Keasaman (pH) Optimum 
Dimasukkan larutan buffer sebanyak 5 mL dengan 
variasi pH 4,5,6,7,8, dan 9 ke dalam 5 tabung 
Erlenmeyer, ditambahkan 0,05 gram gum arab dan 
substrat minyak zaitun 1% v/v. Diaduk hingga 
emulsi, lalu ditambah ektrak kasar enzim sebanyak 
100 µL. Diinkubasi pada suhu ruang. Ditambah 
aseton:etanol (1:1) sebanyak 1 mL dan ditambahkan 
indikator pp. Kemudian dititrasi dengan 0,02 M 
NaOH sampai terjadi perubahan warna merah muda. 
Dicatat volume NaOH.  
Suhu Optimum 
Dimasukkan larutan buffer pH optimum sebanyak 5 
mL ke dalam 5 tabung Erlenmeyer, ditambahkan 
0,05 gram gum arab dan substrat minyak zaitun 1% 
v/v. Diaduk hingga emulsi, lalu ditambah ektrak 
kasar enzim sebanyak 100 µL. Diinkubasi pada 
variasi suhu (25, 30, 35, 40, 45, 50, 55) oC. Ditambah 
aseton:etanol (1:1) sebanyak 1 mL dan ditambahkan 
indikator pp. Kemudian dititrasi dengan 0,02 M 
NaOH sampai terjadi perubahan warna merah muda. 
Dicatat volume NaOH.  
Konsentrasi Substrat Optimum 
Dimasukkan larutan buffer pH optimum sebanyak 5 
mL ke dalam 5 tabung Erlenmeyer, ditambahkan 
0,05 gram gum arab dan substrat minyak zaitun 
dengan variasi konsentrasi (0,5; 1; 1,5; 2; 2,5; 3) % 
v/v. Diaduk hingga emulsi, lalu ditambah ektrak 
kasar enzim sebanyak 100 µL. Diinkubasi pada suhu 
optimum. Ditambah aseton:etanol (1:1) sebanyak 1 
mL dan ditambahkan indikator pp. Kemudian 
dititrasi dengan 0,02 M NaOH sampai terjadi 
perubahan warna merah muda. Dicatat volume 
NaOH.  
 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
Isolasi Enzim dari Kecambah Biji Alpukat 
Isolasi enzim dari kecambah biji alpukat 
dilakukan dengan 2 tahap yaitu tahap homogenisasi 
dan tahap sentrifugasi. Supernatan yang dihasilkan 
merupakan ekstrak kasar enzim dari kecambah biji 
alpukat. Volume ekstrak kasar yang diperoleh 
sebanyak 90 mL. 
 
Penentuan Konsentrasi Protein 
Penentuan konsentrasi protein dalam ekstrak 
kasar enzim menggunakan metode Bradford. 
Persamaan garis regresi linier kurva standar BSA 
adalah y = 0,012x + 0,208 dengan  nilai R2 = 0,984. 
Perhitungan konsentrasi protein dilakukan dengan 
mensubtitusikan absorbansi larutan yang diperoleh ke 
dalam persamaan regresi kurva standar protein BSA. 
Nilai absorbansi dari ekstrak kasar enzim ialah 0,318. 
Konsentrasi protein total yang diperoleh sebesar 458 
µg/mL, lalu dikonversikan menjadi 0,0458 mg. 
Sehingga konsentrasi protein total yang diperoleh 
tersebut digunakan untuk menentukan aktivitas 
spesifik lipase dari kecambah biji alpukat.  
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Penentuan Kondisi Optimum 
Derajat Keasaman (pH) optimum 
Derajat keasaman (pH) optimum lipase 
ditentukan dengan menguji aktivitasnya diberbagai 
pH. Data hasil uji aktivitas pH optimum ditunjukkan 
pada Gambar 1. Aktivitas tertinggi yang dihasilkan 
merupakan pH optimum lipase pada kecambah biji 
alpukat. 
 
 
Gambar 1.  Grafik variasi pH terhadap aktivitas 
lipase 
 
Hasil penelitian penentuan pH optimum yang 
telah dilakukan ialah pH 6 yang menghasilkan 
aktivitas lipase tertinggi sebesar 6,6 U/mL. Pada pH 
6 yang merupakan pH optimum menghasilkan 
aktivitas tertinggi karena gugus pemberi dan 
penerima proton pada sisi katalitik enzimnya berada 
pada kondisi yang tepat [5]. Dalam hal ini, pada saat 
keadaan pH rendah enzim akan terprotonasi 
sedangkan pada pH yang tinggi enzim akan 
terionisasi, sehingga aktivitasnya rendah [6]. 
Suhu optimum 
Penentuan suhu optimum lipase dilakukan 
pada pH optimum lipase yang didapatkan 
sebelumnya. Suhu optimum lipase ditentukan dengan 
menguji aktivitasnya diberbagai suhu. Data hasil uji 
aktivitas suhu optimum ditunjukkan pada Gambar 2. 
Aktivitas tertinggi yang dihasilkan merupakan suhu 
optimum lipase pada kecambah biji alpukat. 
 
 
Gambar 2.  Grafik variasi suhu terhadap aktivitas 
lipase 
Hasil penelitian penentuan suhu optimum yang 
telah dilakukan ialah pada suhu 35 oC lipase 
menghasilkan aktivitas tertinggi sebesar 6,6 U/mL. 
Dengan semakin meningkatnya suhu, energi kinetik 
molekul-molekul yang bereaksi bertambah sehingga 
molekul yang bereaksi tersebut semakin banyak dan 
produk yang dihasilkan semakin besar. Semakin 
meningkatnya suhu, enzim mengalami denaturasi 
protein yang dapat mengakibatkan enzim kehilangan 
sifat katalitiknya, sehingga pada saat suhu di atas 35 
°C aktivitas yang dihasilkan rendah [7]. 
Konsentrasi Substrat Optimum 
Penentuan konsentrasi substrat optimum lipase 
dilakukan pada pH dan suhu optimum yang 
didapatkan sebelumnya. Konsentrasi substrat 
optimum lipase ditentukan dengan menguji 
aktivitasnya diberbagai konsentrasi. Data hasil uji 
aktivitas konsentrasi substrat optimum ditunjukkan 
pada Gambar 3. Aktivitas tertinggi yang dihasilkan 
merupakan konsentrasi substrat optimum lipase pada 
kecambah biji alpukat. 
 
 
Gambar 3.  Grafik variasi konsentrasi substrat 
terhadap aktivitas lipase 
 
Hasil penelitian penentuan konsentrasi substrat 
minyak zaitun optimum ialah pada konsentrasi 
substrat minyak zaitun 1,5% v/v, lipase menghasilkan 
aktivitas tertinggi yaitu sebesar 6,2 U/mL. Semakin 
besar konsentrasi kompleks enzim substrat maka 
dapat meningkatkan kecepatan reaksi. Enzim 
memiliki sisi aktif yang dapat menampung substrat. 
Apabila konsentrasi suatu substrat rendah maka pada 
bagian aktif enzim hanya menampung sedikit 
substrat. Semakin besar konsentrasi substrat maka 
semakin banyak pula bagian aktif enzim menampung 
substrat. Akan tetapi jika konsentrasi suatu substrat 
semakin besar maka bagian aktif enzim terlalu 
banyak dipenuhi oleh substrat. Dan dalam keadaan 
ini semakin bertambah besar konsentrasi substrat 
hasil reaksi (aktivitas) tidak meningkat [8]. 
Hasil penelitian ini menunjukkan, setelah 
kondisi substrat optimum, aktivitas enzim menurun 
dengan bertambahnya konsentrasi substrat. 
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Terjadinya penurunan aktivitas enzim setelah kondisi 
substrat optimum, dimana fenomena seperti ini dapat 
dijelaskan sebab adanya molekul enzim dalam bentuk 
beberapa molekul protein yang berbeda atau disebut 
dengan isoenzim. Isoenzim tersebut tidak mengubah 
substrat menjadi produk [9]. 
 
Penentuan Aktivitas Spesifik Lipase 
Aktivitas spesifik lipase ditentukan dengan 
menguji aktivitas enzim pada kondisi optimumnya, 
yaitu menggunakan larutan buffer pH 6 direaksikan 
pada suhu 35°C dengan konsentrasi substrat optimum 
1,5% v/v. Kemudian aktivitas spesifik lipase 
dibandingkan dengan aktivitas enzim sebelum 
kondisi optimum. Data hasil aktivitas lipase sebelum 
kondisi optimum dan pada saat kondisi optimum 
ditunjukkan  pada Tabel 1. 
 
Tabel 1.  Perbandingan aktivitas lipase sebelum dan 
pada saat kondisi optimum 
No Sampel 
Aktivitas 
Lipase 
(U/mL) 
Aktivitas 
Spesifik 
(U/mg) 
1. 
Aktivitas lipase 
sebelum kondisi 
optimum 
2,2 48,0 
2. 
Aktivitas lipase 
pada saat kondisi 
optimum 
6,6 144,1 
 
Aktivitas spesifik lipase adalah jumlah 
aktivitas lipase dalam kondisi kerja yang optimum 
per miligram protein. Pada penelitian ini aktivitas 
spesifik lipase pada kecambah biji alpukat yaitu 
144,1 U/mg. 
Enzim merupakan katalis protein yang 
memiliki aktivitas biokimiawi. Jumlah aktivitas suatu 
enzim merupakan tolak ukur tingkat kemurnian 
enzim . Hal ini berarti semakin tinggi akivitas 
spesifik suatu enzim maka semakin tinggi juga 
tingkat kemurnian enzim tersebut[10]. 
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